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論文内容要旨
 ゴヒ量
目承
 炎症性腸疾患の病因と病態に関しては依然不明な点が多く,病因についてはこれまで遺伝的素
 因,感染,食餌因子,免疫異常などが検討されてきたが,確定的な病因あるいは疾患特異的な増
 悪因子は見つかっていない。我々は,潰瘍性大腸炎の病態を考える上でリンパ球系,マクロファー
 ジ系などに加えて,外的環境と直接接する腸管上皮細胞が生体防御機構にとって重要な細胞と考
 え注目してきた。一方,腸内細菌叢の変化は粘膜の炎症を増幅,難治化する要因ともなりうるこ
 とが知られており,例えば,IL-10遺伝子欠損マウスでは無菌状態で腸炎を発症せず通常飼育下
 で初めて腸炎を発症するが,このIL-10遺伝子欠損マウスの腸管内に予めLactobacillus属の細
 菌を定着させることで炎症はより軽度なものとなる。この現象は,上皮細胞の生体防御機能が腸
 内細菌叢により修飾される可能性を示し,特に炎症性腸疾患の発症機序を検討する上で,上皮細
 胞と腸内細菌叢の相互作用の面から検討することの重要性を示唆している。そこで,上皮と腸内
 細菌叢の相互作用および上皮細胞の機能発現を検討する目的で,無菌状態(germ-free以下GF)
 のマウスに,specificpathogen-free(以下SPF)状態のマウス腸管内容懸濁液を経口投与し,
 腸内細菌を強制的に定着させ,腸管上皮細胞の種々の変化を検出する腸内細菌叢導入(bacterial
 reCOnStitUtiOn以下BR)モデルを作成し,DifferentialdiSplay法を用いて上皮細胞の遺伝子
 発現の変化を検索してきた。このシステムで同定された分子の一部は,腸内細菌叢の関与する炎
 症性腸疾患の病態に何らかの役割を担っている可能性がある。
目的
 GF,SPF,およびBR3日後のマウス腸管の上皮細胞を用いてマイクロアレイ(以ドMA)
 法で約8000種類の遺伝子発現の変化をスクリーニングすること,また遺伝子の生体内における
 発現の状況とその機能を腸管上皮細胞,特に炎症性腸疾患に注目して解明することを目的とした。
方法
 1.マウスBRモデルにおける遺伝子の発現の変化をMA法とノーザンブロットにより検討
 し,発現部位あるいは発現細胞をinsituhybridizationで検討した。2.発現の変化が見られ
 たEST配列AA239093をMA13と命名し,その完全長cDNA塩基配列をRACE法により同定
 した。3.後述のごとく,MA13は近年報告されたResistintikemolecule-beta(以下RELM-
 beta)と完全に一致したが,このヒトホモローダであるヒトRELM-betaについて,炎症性腸疾
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 患での大腸上皮細胞の発現量を定量的RT-PCR法で定量した。4.ヒト培養大腸上皮細胞をサ
 イトカインをはじめとする種々の生理活性物質で刺激し,RELM-betaの発現量を定量的RT-
 PCR法で検討し,ヒトRELM-beta遺伝子の発現誘導に関わる因子を検索した。
結果
 MA法でのBRモデルマウス上皮細胞の遺伝子発現スクリーニングにおいて導入により著し
 い発現増強を認めるEST配列をMA13と命名し,その完全長cDNAの塩基配列とそのアミノ
 酸配列を同定したところ,最近報告されたマウスRELM-betaと完全に一致した。この遺伝子は
 無菌状態のマウス大腸では発現せず,細菌叢の定着により大腸上皮にのみ発現が誘導された。in
 situhybridizationでは陰窩一ヒ部のヒ皮細胞にmRNA発現を認めた。ヒトホモローダの炎症性
 腸疾患大腸一ヒ皮での発現量は,対照群に比べて潰瘍性大腸炎群で有意な低下を認めた。培養細胞
 においては細菌の菌体成分であるLPSおよび短鎖脂肪酸,デキサメサゾンで発現が誘導された。
結論
 マウスBRモデルにおいて大腸上皮に発現する遺伝子の変動をマイクロアレイ法で検索し,生
 体防御機構に関与すると思われる遺伝子RELM-betaを同定した。本遺伝子のヒトホモローダで
 あるヒトRELM-beta遺伝子の潰瘍性大腸炎患者の大腸上皮における発現の低下は,同疾患の腸
 内細菌叢に対する免疫調節機構の破綻との関連性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 潰瘍性大腸炎は,近年本邦においても患者数が増加し,多因子遺伝病としての研究が進められ
 ている。しかしながら,その病因・病態に関しては依然として不明な点が多い。本論文はこの潰
 瘍性大腸炎の病態に関わる遺伝的因子の検索を,腸内細菌叢と腸管上皮細胞の相互作用という新
 しい観点から試みたものである。
 マウス腸内細菌叢導入モデルは,大腸粘膜に一過性の炎症性変化が生じ,その上皮細胞におい
 て発現が変化する遺伝子のホモローダが,ヒトIBDにおいても発現の変動を示すことが報告さ
 れてきた。このモデルの腸管上皮における遺伝子発現の変化をマイクロアレイ法で検討した結果
 から,腸内細菌叢の導入により著しい発現増強を認める遺伝子をMA-13と命名した。この遺伝
 子のcDNAクローニングにより同定した完全長cDNAの塩基配列が本年報告されたRELM-
 betaと完全に一致した。本遺伝子はマウス大腸上皮では無菌状態(Germfree以下GF)では
 発現が見られず,腸内細菌叢の導入により発現量が増加した。しかも,小腸上皮では無菌状態と
 腸内細菌叢導入後のいずれにおいても発現は見られなかった。ヒトRELM-betaの炎症性腸疾患
 患者における発現の検討では,対照群である大腸癌症例の正常大腸上皮に比べて,潰瘍性大腸炎
 症例で有意な発現量低下が認められた。またヒト大腸上皮細胞株丁84を用いた検討で,本遺
 伝子の発現はIL-6,Lipopolysaccharide(LPS),N-formylmethionil-leucyl-phenylalanine
 (fMLP),MuramylDipeptide(MDP),Aceむate,Propionate,Dexamethasoneにより誘導
 された。本論文で報告されたRELM-be七a遺伝子は大腸に強く発現し,腸内細菌の存在下でその
 発現が誘導されることから腸内細菌と上皮細胞の相互作用に関連する可能性が示唆された。本来,
 RELM-betaの誘導因子である菌体成分やIL-6をはじめとするproinf工ammatorycytokineが
 多量に存在すると考えられる潰瘍性大腸炎において発現が低下していることは,腸内細菌に対す
 る上皮細胞の生体防御機構の機能的変化を介した機序で病態に関与する可能性が示唆すると考え
 られた。
 近年,生活の欧米化と呼応するかのように潰瘍性大腸炎は増加の一途をたどっており,その病
 態解明は本邦においても座視できない状況にある。本論文は大腸上皮細胞に特異的に発現する遺
 伝子RELM-betaの潰瘍性大腸炎における発現の変化を捉え,さらに全く独創的なアプローチか
 ら疾患の本態に迫る研究であり,学位に値するものと判定する。
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